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Referat: 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Grundlagen für die 
Agonistspezifität des G-Protein-gekoppelten Rezeptors GPR34 untersucht. Mittels 
verschiedener funktioneller Versuche konnte an ausgewählten Orthologen des 
Rezeptors gezeigt werden, dass, im Gegensatz zu publizierten Daten, 
Lysophosphatidylserin (Lyso-PS) nicht der natürliche Agonist des GPR34 ist. Lediglich 
an einigen cyprinoiden Subtypen des GPR34 hat Lyso-PS surrogat-agonistische Effekte. 
Anhand eines detaillierten evolutionären Vergleichs von Orthologen konnten Bereiche 
des Rezeptors ermittelt werden, welche an der Ligandenbindung, und damit an der 
Agonistspezifität des GPR34 beteiligt sind. Durch Übertragung dieser Bereiche vom 
Karpfen-GPR34-Subtyp 2a auf den humanen GPR34 konnte dieser zu einem Lyso-PS-
sensitiven Rezeptor modelliert werden. 
Weiterhin wurde Aminoethyl-Carbamoyl-ATP (EDA-ATP) als inverser Agonist an 
cyprinoiden Orthologen des GPR34 identifiziert. Die Erweiterung des möglichen 
Ligandenspektrums von Lipiden zu Nukleotidderivaten gibt Hinweise auf die 
Promiskuität der Bindungsstelle des GPR34. 
Die Ergebnisse zeigen, dass Lyso-PS nur eine zufällige Aktivität an einigen Orthologen 
des GPR34 hat. Mit Identifizierung eines Nichtlipides als invers-agonistischen Liganden 
ist die Suche nach dem natürlichen Liganden des GPR34 noch nicht abgeschlossen 
und sollte auf weitere chemische Entitäten ausgeweitet werden. 
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Einleitung 
 
Allgemein 
 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (engl.: G protein-coupled receptor, GPCR) stellen die 
größte und vielseitigste Gruppe von Membranrezeptoren dar, welche ihre 
Signaltransduktion über GTP-bindende Proteine (G-Proteine) ins Innere der Zelle 
weiterleiten und somit Signale von außen (extrazellulär) zu einer zellulären Antwort 
führen. Aufgrund ihrer Struktur, bestehend aus sieben Transmembrandomänen, werden 
GPCRs auch als Sieben-Transmembrandomänen-Rezeptoren bezeichnet. Zu ihrer 
großen Bandbreite an Agonisten zählen unter anderem Hormone, Neurotransmitter, 
Nukleotide und die Verarbeitung von Licht-, Geruchs- und Geschmacksreizen. GPCRs 
sind an nahezu allen physiologischen Vorgängen wie Chemotaxis, 
Zellwachstum/-differenzierung und Entzündungsprozessen beteiligt und damit in viele 
Krankheiten direkt und indirekt involviert. Infolgedessen sind sie das Angriffsziel für 
verschiedenste therapeutische Wirkstoffe wie z. B. Betablocker, Opioide, Neuroleptika 
und Antihistaminika. So wirken ca. 40 % aller modernen Pharmaka über GPCRs 
(Overington et al., 2006). Auch verursachen Mutationen in GPCRs eine Vielzahl von 
Erkrankungen wie Seh-, Wachstums- und Differenzierungsstörungen sowie die 
Ausbildung von malignen Tumoren (Schöneberg et al., 2004). 
In Abhängigkeit von der Alpha-Untereinheit des an GPCRs koppelnden G-Proteins gibt 
es verschiedene Wege der intrazellulären Signaltransduktion (Gilman, 1987; Wess, 
1998): 1. über Stimulation (Gs–Protein) oder Hemmung (Gi/o–Protein) der 
Adenylylcyclase mit entsprechender Wirkung auf den cAMP-Spiegel, 2. über 
Stimulation der Phospholipase C (Gq–Protein) und Bildung der second messenger 
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) aus 
Phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphat (PIP2) und 3. die Beeinflussung kleiner 
GTP-bindender Proteine durch die Aktivierung von G12/13–Proteinen (Wettschureck and 
Offermanns, 2005). Auch die Beta-/Gamma-Unterheit kann über Ionenkanäle oder 
Enzyme als Effektoren an der Signaltransduktion beteiligt sein (Wu et al., 1998).  
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Im menschlichen Genom wurden ca. 900 Gene gefunden, die für GPCRs kodieren 
(Fredriksson and Schioth, 2005), wovon über die Hälfte der Klasse der 
Geruchsrezeptoren (olfaktorische Rezeptoren) zugeordnet werden kann. Es kodieren 
dabei aber nur ein Drittel der vorhandenen Gene für einen intakten olfaktorischen 
Rezeptor, zwei Drittel sind Pseudogene oder nicht-funktionale Proteine (Gilad et al., 
2003; Mombaerts, 2001). 
Allgemein werden die GPCRs der Vertebraten in 3 Klassen unterteilt: über 85 % 
bilden die Familie der rhodopsinähnlichen Rezeptoren (Klasse A) und die 
verbleibenden 15 % verteilen sich auf die beiden kleineren Familien der 
Sekretinrezeptoren (Klasse B) und metabotropischen Glutamatrezeptoren (Klasse C). 
Eine neuere Einteilung klassifiziert die GPCRs nach dem GRAFS-/Fredriksson-System in 
folgende 5 Gruppen: Glutamat-, Rhodopsin-, Adhäsions-, „Frizzled/Taste2-“ und 
Sekretinrezeptoren (Fredriksson et al., 2003). 
 
Der Orphan-Rezeptor GPR34 
 
Die Gruppe der nicht-olfaktorischen GPCRs enthält zurzeit ungefähr 215 Rezeptoren 
mit bekanntem Liganden. Bei ca. 155 der humanen nicht-olfaktorischen GPCRs sind 
jedoch bisher weder der endogene Ligand noch die Funktion bekannt (Wigglesworth 
et al., 2006). Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 34 (GPR34) gehört zu dieser Gruppe 
der so genannten „orphan GPCRs“ (engl.: Waisenkind-Rezeptoren, oGPCRs). Er wurde 
1999 zuerst durch das Screening von GenBank nach neuen Sequenzen für GPCRs 
entdeckt (Marchese et al., 1999; Schöneberg et al., 1999) und ist auf dem kurzen 
Arm des menschlichen X-Chromosoms lokalisiert. Das Gen für den GPR34 befindet sich 
in Nachbarschaft zum GPR82 in einem Intron der Calcium/Calmodulin-abhängigen 
Serin-Proteinkinase (CASK) in Antisense-Richtung orientiert. Der direkt für das GPR34-
Protein kodierende Bereich liegt intronfrei auf einem Exon, jedoch zeigt die nicht-
kodierende 5’-Region eine recht komplexe Intron-Exon-Struktur (Engemaier et al., 
2006). Die intrazelluläre Signalkaskade des GPR34 verläuft über ein inhibitorisches 
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G-Protein mit Hemmung der Adenylylcyclase und Verringerung des cAMP-Spiegels in 
der Zelle (Schulz and Schöneberg, 2003). 
Strukturell gehört der GPR34 zur großen Familie der rhodopsinähnlichen Rezeptoren 
und ordnet sich phylogenetisch in die Gruppe der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren 
(P2Y12-like) ein (Schöneberg et al., 2007). 
 
 
Abbildung 1: Phylogenetische Beziehungen innerhalb der P2Y12-like Gruppe und Einordnung des 
GPR34 innerhalb dieser. 
 
Die P2Y12-like Gruppe umfasst die ADP-Rezeptoren P2Y12 (Hollopeter et al., 2001) und 
P2Y13 (Zhang et al., 2002) sowie den UDP-Glukose-Rezeptor P2Y14 (Chambers et al., 
2000) und die Orphan-Rezeptoren GPR87 (Wittenberger et al., 2001), GPR82 (Lee et 
al., 2001) und GPR34 (Marchese et al., 1999; Schöneberg et al., 1999). Der 
purinerge Rezeptor P2Y12 besitzt eine zentrale Rolle in der Regulation der 
Thrombozytenaggregation und damit der Hämostase. Er ist ein bedeutendes 
pharmakologisches Angriffsziel bei Thrombose und anderen Koagulopathien. Die 
beiden wichtigsten Inhibitoren des P2Y12 sind Clopidogrel (irreversibel) und Ticagrelor 
(reversibel) (Foster et al., 2001; Hollopeter et al., 2001). Außerdem wird die 
Aktivierung von Mikrogliazellen über den P2Y12 durch extrazelluläre Nukleotide 
reguliert (Haynes et al., 2006). Über die Funktion der anderen Mitglieder der 
P2Y12-like Gruppe ist bisher wenig bekannt. 
Phylogenetischen Studien nach ist der GPR34 ein evolutionär sehr alter Rezeptor. Er 
findet sich sowohl in Knorpelfischen als auch in Knochenfischen. Sämtliche 
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Wirbeltierklassen besitzen diesen Rezeptor und zeigen evolutionär eine hohe 
Konservierung über die vergangenen 450 Millionen Jahre. Im Gegensatz zu 
Tetrapoden besitzen Fischgenome noch zwei oder mehrere weitere Subtypen des 
GPR34. So findet man z. B. im Karpfen (Cyprinus carpio) drei Subtypen: Karpfen-
GPR34-Typ 1, -Typ 2a und 2b (Schulz and Schöneberg, 2003). Der GPR34 scheint 
sehr wichtig für die Physiologie der Vertebraten sein, da bisher kein Mensch mit einer 
GPR34-Defizienz und auch keine GPR34-Gendefizienz in anderen Vertebraten durch 
Pseudogenisierung gefunden wurde (Schöneberg et al., 2007). 
 
Die physiologische Relevanz des GPR34 
 
Um die physiologische Rolle des GPR34 zu entschlüsseln wurde eine konditionelle 
Knockout-Maus konstruiert. Mit diesem Ansatz ist eine Möglichkeit gegeben, neben der 
Analyse eines kompletten Funktionsverlustes des Gens, auch gegebenenfalls eine 
organspezifische Defizienz zu generieren oder zu einem definierten Zeitpunkt während 
der Ontogenese den GPR34 zu inaktivieren. Vollständig GPR34-negative Mäuse sind 
unter Standard-Laborbedingungen (spezifisch pathogenfrei) vital und fertil, und zeigen 
keine sichtbaren Auffälligkeiten in Morphologie, Histologie, klinischer Chemie und 
ihrem Verhalten im Vergleich zu GPR34-positiven Tieren (Liebscher et al., 2011). 
Weitere Untersuchungen zur Genexpression des GPR34 ergaben eine in allen 
untersuchten Geweben ubiquitäre Transkription, wobei die höchsten mRNA-Mengen in 
Zellen des Immunsystems wie Makrophagen und Mikroglia (Bedard et al., 2007) zu 
finden waren. Dies deckt sich mit Befunden an Zelllinien. So wurde eine hohe GPR34-
Expression in Immunsystem-abgeleiteten Zellen (HL-60, K562, WEHI-3B, RAW 264.1, 
P815) nachgewiesen (Engemaier et al., 2006). Weiterhin ist ein Zusammenhang 
zwischen der Überexpression des GPR34 und dem Auftreten von MALT-Lymphomen 
bekannt (Novak et al., 2008; Wlodarska et al., 2009). Basierend auf diesen 
Expressionsdaten des GPR34 wurden die Knockout-Mäuse Bedingungen ausgesetzt, 
die das Immunsystem aktivieren (Immunisierung, Pathogene). GPR34-defiziente Tiere 
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zeigten dabei einen reduzierten Widerstand gegen systemische Infektionen und eine 
inadäquate humorale und zelluläre Reaktion auf Pathogene (Liebscher et al., 2011). 
In Studien an Patienten mit Turner-Syndrom und nur partieller Deletion des 
X-Chromosoms ergab die Analyse der Bruchstellen, dass der Locus des GPR34 
innerhalb dieser Mikrodeletionsstellen des X-Chromosoms liegt. Jedoch konnte 
aufgrund der Vielzahl der beteiligten Gene keine eindeutige Assoziation zu einem 
Phänotyp des Turner-Syndroms getroffen werden (Boucher et al., 2001). In den vielen 
großen, genomweiten Assoziationsstudien konnten GPR34-Locus-Varianten bisher nicht 
mit einem Phänotyp verknüpft werden.  
 
Untersuchungen zu Liganden des GPR34 
 
In den letzten Jahren wurden Agonisten aus den Stoffgruppen der Lipide und 
Nukleotide den Orphan-Rezeptoren der P2Y12-like Gruppe zugeordnet (Nonaka et al., 
2005). So konnte dem GPR87 die Lysophosphatidsäure (Tabata et al., 2007) und dem 
humanen GPR34 das Phospholipid Lysophosphatidylserin (Lyso-PS) in vitro (Sugo et al., 
2006) als Agonist zugeordnet werden. 
 
 
Abbildung 2: Aufbau von Lyso-PS. Das Grundgerüst des Glycerols enthält im apolaren Teil an der 
Position 1 einen Fettsäurerest R (z. B. 16:0 Palmitoyl, 18:0 Stearyl) und an Position 2 eine OH-Gruppe 
als Rest der Hydrolyse. Die Position 3 ist über die Phosphatgruppe mit einem Serin verbunden, welches 
den polaren Teil des Moleküls darstellt. 
 
Lyso-PS wird durch die Hydrolyse eines Fettsäurerestes durch die Phospholipasen A1 
und A2 aus Membranlipiden z. B. bei der Apoptose gebildet (Aoki et al., 2002; Park 
et al., 2006). Lyso-PS ist ein starker Aktivator der Histaminausschüttung von Mastzellen 
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(Bellini et al., 1990). Weiterhin wurde Lyso-PS als ein Wachstumshemmer von T-Zellen 
und als eine chemotaktische Substanz für Fibroblasten und Tumorzellen beschrieben 
(Lee et al., 2008). Aus bestimmten parasitär lebenden Saugwürmern (Schistosomen) 
gewonnenes Lyso-PS ist in der Lage, direkt den Toll-like-Rezeptor 2 zu aktivieren (van 
der Kleij et al., 2002). 
Zur Überprüfung des bisher beschriebenen Agonisten Lyso-PS wurden Mastzellen von 
GPR34-Knockout-Mäusen mit Lyso-PS stimuliert und zeigten, genauso wie Mastzellen 
von GPR34-positiven Tieren, eine Degranulation und Histaminausschüttung als Antwort 
(Liebscher et al., 2011; Vissinga, 2009). Dies steht im Gegensatz zur Annahme, dass 
der GPR34 der Lyso-PS-Rezeptor auf Mastzellen ist. Weitere In-vitro-Studien mit dem 
humanen und murinen GPR34 ergaben keinen Anhalt für eine Stimulation und 
Aktivierung durch Palmitoyl- oder Stearyl-Lyso-PS (Yin et al., 2009). Dabei wurde auf 
verschiedene Expressionssysteme und funktionell unterschiedliche Auswertungs- und 
Detektionssysteme zurückgegriffen. Es ist fraglich, ob die chemische Zusammensetzung 
bzw. die Reinheit des verwendeten Phospholipids für die früheren Ergebnisse 
verantwortlich ist, oder ob eine Anordnung im Testsystem oder Expressionsunterschiede 
ausschlaggebend waren (Iwashita et al., 2009; Sugo et al., 2006). 
Tiefergehende Analysen der Aktivierung des GPR34 durch Lyso-PS, und damit der 
Aussage, ob Lyso-PS der endogene Agonist am GPR34 ist, müsste die Untersuchung 
weiterer Orthologe des Rezeptors umfassen. Ein endogener, natürlicher Agonist 
aktiviert den zugehörigen Rezeptor, wird natürlicherweise vom entsprechenden 
Organismus gebildet und sollte evolutionär über alle Orthologe zu dessen Aktivierung 
führen. Erste Vorarbeiten zeigten, dass ein GPR34-Subtyp aus der Klasse der Fische 
(Cyprinus carpio) eine Aktivierung auf Lyso-PS zeigt. 
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Fragestellung 
 
Der GPR34 ist ein orphan GPCR der Rhodopsin-Familie. Er ist strukturell eng mit 
Nukleotid-Rezeptoren verwandt, jedoch gibt es unbestätigte Untersuchungen, dass 
Lysophosphatidylserine (Lyso-PS) agonistisch an diesem Rezeptor wirken. Ein 
wesentliches Ziel dieser Arbeit ist die Klärung, ob Lyso-PS der natürliche Agonist ist, 
oder ob diese Substanzklasse nur eine surrogat-agonistische Aktivität besitzt. Folgende 
Untersuchungen sollten durchgeführt werden: 
1.  In der Regel ist die Spezifität von Agonisten evolutionär konserviert. Deshalb 
sollte zunächst untersucht werden, in welchen Speziesklassen Lyso-PS den GPR34 
aktivieren kann. Für die funktionelle Charakterisierung wurden dabei sowohl ein 
heterologes Hefeexpressionssystem (Thor et al., 2008), als auch verschiedene 
Säugerzellsysteme genutzt. Im Gegensatz zu den meisten Säugerzell-
Expressionssystemen besitzt das verwendete Hefesystem keine eigenen GPCRs 
mehr. 
2.  Zur weiteren Charakterisierung der Signalspezifität des GPR34 sollten 
verschiedenste Messsysteme für die intrazelluläre Signaltransduktion von GPCRs 
angewendet werden. Neben klassischen cAMP-Inhibitions-Assays (Salomon et al., 
1974) und IP3-Assays (Berridge, 1983; Schulz and Schöneberg, 2003) sollten 
auch Messungen der zellulären dynamischen Massenumverteilung („label-free“;  
EPIC-System (Schroder et al, 2010)) durchgeführt werden. Weiterhin sollten die 
Untersuchungen in verschiedenen Zelllinien (COS-7, CHO-K1, HEK 293) erfolgen.  
3.  Zur Identifizierung von spezifitätsdeterminierenden Rezeptorbereichen sollten 
chimäre Rezeptoren zwischen Karpfen- und Mensch-Orthologen hergestellt und 
funktionell getestet werden. 
4.  Zur Identifizierung von spezifitätsdeterminierenden Ligandenbereichen sollten 
Substanzbibliotheken im Hinblick auf agonistische aber auch invers-agonistische 
Liganden getestet werden. 
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Zusammenfassung der Arbeit 
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   Institut für Biochemie 
 
 
betreut von: Prof. Dr. med. Torsten Schöneberg 
 
 
eingereicht im: 04/2012 
 
 
 
Allgemein 
 
Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 34 (GPR34) gehört zur Gruppe der P2Y12-ähnlichen 
(P2Y12-like) Rezeptoren mit bisher wenig geklärter Funktion und unbekanntem 
endogenen Liganden. Widersprüchlich und kontrovers diskutierte Publikationen über 
Lipid-Agonisten, im Speziellen das an der polaren Kopfgruppe mit der Aminosäure 
Serin substituierte Lysophospholipid Lysophosphatidylserin (Lyso-PS), zeichnen am 
GPR34 ein uneinheitliches Bild über dessen Stimulierbarkeit (Iwashita et al., 2009; 
Liebscher et al., 2011; Sugo et al., 2006; Yin et al., 2009). Unter Zuhilfenahme 
verschiedener Expressions- und funktioneller Testsysteme konnte die Stimulierbarkeit 
jedoch nur an Orthologen einer Fischspezies (Cyprinus carpio) nachgewiesen werden. 
Zur Klärung der Frage, ob Lyso-PS der natürliche Agonist am GPR34 ist, erfolgte 
daraufhin die systematische Generation und Testung von chimären Rezeptoren 
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zwischen einem stimulierbaren Karpfensubtyp (GPR34 2a) und dem humanen GPR34 
zur Identifizierung der an der Aktivierung beteiligten Strukturen. Weitere 
phylogenetische Vergleiche zur Untersuchung der Evolution des GPR34 und einer 
eventuellen positiven Selektion einzelner Strukturen des Rezeptors sollten Aufschluss 
über eine Selektion der Eigenschaft, Lyso-PS als Agonisten zu erkennen, geben. 
Zusätzlich wurde eine purinerge Substanzbibliothek auf mögliche Agonisten und 
Antagonisten am stimulierbaren Karpfen-GPR34 und humanen GPR34 getestet. 
 
Lyso-PS ist nicht der natürliche Agonist 
 
Zur Klärung der Diskrepanz bisher publizierter Daten und Ergebnisse bezüglich der 
Zuordnung von Lyso-PS als Agonist am GPR34 wurden funktionelle In-vitro-Versuche an 
ausgewählten Orthologen durchgeführt. Weder für den GPR34 des Menschen (Homo 
sapiens), noch für den der Maus (Mus musculus), des Krallenfrosches (Xenopus 
tropicalis), des Zebrafisches (Danio rerio) und des Haushuhns (Gallus gallus) konnte 
eine Stimulierbarkeit durch eine Lyso-PS-Spezies nachgewiesen werden. Weder in 
cAMP-Inhibitions-Versuchen, noch in Studien mit der Signalumlenkung mittels eines 
chimären G-Proteins auf den Gq-Phospholipase C-Signalweg konnte eine Stimulation 
des humanen oder murinen GPR34 nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen 
wurden sowohl in transient transfizierten, als auch in stabilen CHO-K1-, HEK-293- und 
COS-7-Zellen durchgeführt. Lediglich die Aktivierung der Karpfen-GPR34-Subtypen 2a 
und 2b durch Lyso-PS konnte in einem heterologen Hefeexpressionssystem, wie auch 
im Säugerzellmodell gezeigt werden. Auch der Karpfensubtyp 1 zeigte eine, wenn 
auch deutlich geringere, konzentrationsabhängige Antwort auf Lyso-PS. Auffällig 
waren die signifikanten Unterschiede sowohl in der Basalaktivität, als auch in den 
EC50-Werten innerhalb der Karpfensubtypen. Weiterhin wurden diverse Phospholipide 
getestet, jedoch konnte nur bei Stearyl-Lysophosphatidylcholin eine sehr schwache 
Antwort der Karpfensubtypen 2 gemessen werden. Die korrekte Translation und das 
zelluläre Trafficking aller Orthologe wurden mittels Oberflächenexpressions-ELISA 
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(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) und Messung der totalen zellulären Expression 
mittels Sandwich-ELISA verifiziert. 
Die Tatsache, dass Lyso-PS eine solche speziesabhängige Wirkung an GPR34- 
Orthologen zeigt, spricht gegen die Hypothese, dass die GPR34-Funktion auf Lyso-PS 
evolutionär selektiert wurde. Normalerweise zeigen Nicht-Peptid-GPCRs, über die 
Wirbeltierevolution betrachtet, ein sehr konstantes Bild der 
Signaltransduktionseigenschaften bezüglich ihrer Liganden. Lediglich Rezeptorsubtypen 
(Paraloge) variieren in ihren Signaltransduktionswegen und ihrer gewebespezifischen 
Expression, aber die Potenz von Agonisten bleibt sehr konstant. Die nur bei Fischen 
vorkommenden Subtypen (Schulz and Schöneberg, 2003) zeigen eine erhebliche 
Abweichung in den EC50-Werten, was ebenfalls sehr ungewöhnlich für GPCR-Subtypen 
ist. 
 
Chimäre Rezeptoren und Determinanten der Ligandenspezifität 
 
Durch die Konstruktion von chimären Rezeptoren, zwischen dem Karpfen-GPR34-
Subtyp 2a und dem humanen GPR34, konnten Bereiche identifiziert werden, die 
einige chimäre Rezeptoren dazu befähigen durch Lyso-PS aktiviert zu werden. Der 
gefundene Abschnitt erstreckt sich dabei von der zweiten extrazellulären Schleife (EL2) 
bis zum Ende der fünften Transmembrandomäne (TM5). Es ist davon auszugehen, dass 
GPCRs während der Evolution im Hinblick auf ihre Effektivität und Potenz optimiert 
wurden, den endogenen Agonisten zu erkennen. Die durch Mutagenese induzierte 
Verbesserung bzw. Installation der Lyso-PS-Aktivierbarkeit in den humanen GPR34 
spricht klar gegen Lyso-PS als endogenen Primo-loco-Agonisten. 
Weitere systematische Einschränkungen in den übertragenen Aminosäuren, unter 
Zuhilfenahme struktureller Ortholog-Vergleiche, ermöglichten eine Identifizierung von 2 
einzelnen Aminosäuren im EL2 (Lys210Leu/Gly215Trp) und 6 aufeinanderfolgende 
Aminosäuren im mittleren Drittel der TM5 (231-236), die eine Aktivierung des 
humanen GPR34 durch Lyso-PS ermöglichten. Die Substitution dieser Positionen im 
humanen GPR34 mit den respektiven Positionen des Karpfen-GPR34-Subtyps 2a reichte 
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aus, um eine vollständige agonistische Wirkung von Lyso-PS zu erzielen. Die 
entgegengesetzte Mutation von lediglich 2 Positionen aus dem EL2 vom humanen auf 
den Karpfen-GPR34-Subtyp 2a hob dessen Eigenschaft Lyso-PS zu erkennen auf. 
Die Daten zeigen klar, dass mit diesen wenigen Mutationen dem humanen Rezeptor 
die Fähigkeit der Stimulation durch Lyso-PS gegeben wurde. Die gefunden Positionen 
sind ihrer Lokalisation nach eher der Ligandenbindungsstelle zuzuordnen, als dass sie 
an einer Interaktionsstelle des G-Proteins beteiligt sind. 
 
Evolution und Selektion in der Entwicklung des GPR34 
 
Die detaillierte Analyse der strukturellen Evolution ergab eine starke negative Selektion 
und reflektiert damit die hohe strukturelle Konservierung. Im Gegensatz dazu sollten 
sich Interspeziesvariationen hinsichtlich der Funktionalität in einer signifikant 
reduzierten strukturellen Konservierung widerspiegeln. Um zu verstehen, ob die 
gefundenen funktionellen Unterschiede zwischen den GPR34-Orthologen nur zufällige 
agonistische Effekte darstellen oder eine positive Selektion vorliegt, wurden mit Hilfe 
von Stammbäumen und verschiedenen Tests die folgenden Aussagen ermittelt: 
1. Alle Säugetier-, Vögel-, Reptilien- und Amphibien-GPR34-Orthologe evolvieren unter 
streng negativer Selektion. Dies deutet auf eine hoch konservierte Struktur-Funktions-
Beziehung innerhalb der Tetrapoden-GPR34-Orthologe hin. 
2. Unter Einbeziehung der getesteten Orthologe wurden Stammbäume erstellt, mit 
denen Tests auf positive Selektion durchgeführt wurden. Obwohl bei der Analyse der 
gesamten Aminosäuresequenz der GPR34-Orthologe keine Hinweise auf eine positive 
Selektion gefunden wurden, ergab eine positionsspezifische Analyse Signaturen für 
eine positive Selektion an einigen Aminosäurepositionen im Bereich des EL2 und der 
TM5 in Karpfenorthologen. Diese speziesspezifischen Veränderungen könnten die 
Ursache für die Aktivierbarkeit von Karpfen-GPR34-Orthologen durch Lyso-PS sein. Es 
bestand eine teilweise Überlappung der positiv selektierten Positionen und der in der 
Mutagenesestudie als Lyso-PS-aktivierungsrelevant identifizierten Positionen. 
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Dies könnte ein weiteres Indiz für die hohe Speziesspezifität des Lyso-PS sein und 
unterstützt die Interpretation, dass Lyso-PS eine surrogat-agonistische Wirkung an 
Karpfen-GPR34-Orthologen besitzt. 
 
Identifikation eines Antagonisten am Karpfen-GPR34 
 
Die funktionellen Daten legen nah, dass Lyso-PS nur eine surrogat-agonistische 
Wirkung am GPR34 besitzt. GPCRs sind nicht immer hochspezifisch im Hinblick auf 
ihren Liganden. Beispielhaft zeigt die Betrachtung vieler aminerger Rezeptoren und 
Nukleotidrezeptoren eine hohe Liganden-Promiskuität (Kleinau et al., 2011; Nonaka et 
al., 2005; Staubert et al., 2010). In Verbindung mit der phylogenetischen 
Zugehörigkeit zur P2Y12-like Gruppe und der Möglichkeit, den Karpfen-GPR34 zu 
stimulieren, legten die Testung einer purinergen Substanzbibliothek auf agonistisch und 
vor allem antagonistisch wirkende Derivate nahe. Unter rund 80 Nukleotidderivaten 
konnte keine den humanen GPR34 aktivierende Substanz identifiziert werden. 
Hingegen wurde unter gleichzeitiger Stimulation mit Lyso-PS für Aminoethyl-Carbamoyl-
ATP (EDA-ATP) eine im Hefesystem kompetitiv antagonistische Wirkung am Karpfen-
GPR34 gefunden. Im Säugerzellsystem mit CHO-K1-Zellen zeigte sich sowohl der 
gefundene antagonistische Effekt des EDA-ATP, als auch eine Reduzierung der 
Basalaktivität des Karpfenrezeptors. Dieser invers-agonistische Effekt unterstützt die 
Hypothese, dass auch der GPR34 eine Promiskuität bezüglich seiner Liganden 
aufweist. 
 
Schlussfolgerungen 
 
Mit diesen Untersuchungen konnte nicht bestätigt werden, dass Lyso-PS der endogene 
Agonist am humanen und murinen GPR34 ist. Frühere Befunde, in denen Lyso-PS als 
der natürliche Ligand des GPR34 bezeichnet wird (Iwashita et al., 2009; Sugo et al., 
2006), lassen sich eventuell durch Unterschiede in der Sensitivität der funktionellen 
Testsysteme, den zellulären Expressionssystemen und der Reinheit und weiteren 
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chemischen Zusammensetzung des genutzten Lyso-PS erklären. Folgende Ergebnisse 
stützen die Hypothese, dass Lyso-PS ein Surrogat-Agonist am GPR34 ist: 1. Die 
Aktivität von Lyso-PS am GPR34 ist über die Wirbeltierevolution hinweg nicht 
konserviert, wenngleich die Orthologe unter starker negativer Selektion stehen. 2. Die 
Potenz von Lyso-PS differiert signifikant zwischen den Subtypen des GPR34 einer 
Spezies. 3. Erst die Einführung von Mutationen in den humanen GPR34 ermöglicht ein 
Signalisieren auf Lyso-PS. 4. Der GPR34 zeigt Liganden-Promiskuität zu ATP-Derivaten. 
Demzufolge besitzt Lyso-PS nur einen zufälligen agonistischen Effekt an einigen 
Orthologen des GPR34 und die Suche nach dem endogenen, natürlichen Liganden 
sollte unter Einbeziehung weiterer chemischer Substanzklassen fortgeführt werden. 
 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anhang 
(Supplemental Material)
 30 
 
 31 
 
 32 
 
 33 
 
 34
 
 35
 
 36 
 
 37 
 
 38 
 
 39 
 
 40
 
 41
Literaturverzeichnis 
 
Aoki, J., Nagai, Y., Hosono, H., Inoue, K. and Arai, H. (2002) Structure and function of phosphatidylserine-specific 
phospholipase A1. Biochim Biophys Acta, 1582, 26-32. 
Bedard, A., Tremblay, P., Chernomoretz, A. and Vallieres, L. (2007) Identification of genes preferentially expressed 
by microglia and upregulated during cuprizone-induced inflammation. Glia, 55, 777-789. 
Bellini, F., Viola, G., Menegus, A.M., Toffano, G. and Bruni, A. (1990) Signalling mechanism in the 
lysophosphatidylserine-induced activation of mouse mast cells. Biochim Biophys Acta, 1052, 216-220. 
Berridge, M.J. (1983) Rapid accumulation of inositol trisphosphate reveals that agonists hydrolyse 
polyphosphoinositides instead of phosphatidylinositol. Biochem J, 212, 849-858. 
Boucher, C.A., Sargent, C.A., Ogata, T. and Affara, N.A. (2001) Breakpoint analysis of Turner patients with 
partial Xp deletions: implications for the lymphoedema gene location. J Med Genet, 38, 591-598. 
Chambers, J.K., Macdonald, L.E., Sarau, H.M., Ames, R.S., Freeman, K., Foley, J.J., Zhu, Y., McLaughlin, M.M., 
Murdock, P., McMillan, L., Trill, J., Swift, A., Aiyar, N., Taylor, P., Vawter, L., Naheed, S., Szekeres, P., 
Hervieu, G., Scott, C., Watson, J.M., Murphy, A.J., Duzic, E., Klein, C., Bergsma, D.J., Wilson, S. and 
Livi, G.P. (2000) A G protein-coupled receptor for UDP-glucose. J Biol Chem, 275, 10767-10771. 
Engemaier, E., Römpler, H., Schöneberg, T. and Schulz, A. (2006) Genomic and supragenomic structure of the 
nucleotide-like G-protein-coupled receptor GPR34. Genomics, 87, 254-264. 
Foster, C.J., Prosser, D.M., Agans, J.M., Zhai, Y., Smith, M.D., Lachowicz, J.E., Zhang, F.L., Gustafson, E., 
Monsma, F.J., Jr., Wiekowski, M.T., Abbondanzo, S.J., Cook, D.N., Bayne, M.L., Lira, S.A. and Chintala, 
M.S. (2001) Molecular identification and characterization of the platelet ADP receptor targeted by 
thienopyridine antithrombotic drugs. J Clin Invest, 107, 1591-1598. 
Fredriksson, R., Lagerstrom, M.C., Lundin, L.G. and Schioth, H.B. (2003) The G-protein-coupled receptors in the 
human genome form five main families. Phylogenetic analysis, paralogon groups, and fingerprints. Mol 
Pharmacol, 63, 1256-1272. 
Fredriksson, R. and Schioth, H.B. (2005) The repertoire of G-protein-coupled receptors in fully sequenced genomes. 
Mol Pharmacol, 67, 1414-1425. 
Gilad, Y., Bustamante, C.D., Lancet, D. and Paabo, S. (2003) Natural selection on the olfactory receptor gene 
family in humans and chimpanzees. Am J Hum Genet, 73, 489-501. 
 42
Gilman, A.G. (1987) G proteins: transducers of receptor-generated signals. Annu Rev Biochem, 56, 615-649. 
Haynes, S.E., Hollopeter, G., Yang, G., Kurpius, D., Dailey, M.E., Gan, W.B. and Julius, D. (2006) The P2Y12 
receptor regulates microglial activation by extracellular nucleotides. Nat Neurosci, 9, 1512-1519. 
Hollopeter, G., Jantzen, H.M., Vincent, D., Li, G., England, L., Ramakrishnan, V., Yang, R.B., Nurden, P., Nurden, 
A., Julius, D. and Conley, P.B. (2001) Identification of the platelet ADP receptor targeted by antithrombotic 
drugs. Nature, 409, 202-207. 
Iwashita, M., Makide, K., Nonomura, T., Misumi, Y., Otani, Y., Ishida, M., Taguchi, R., Tsujimoto, M., Aoki, J., 
Arai, H. and Ohwada, T. (2009) Synthesis and evaluation of lysophosphatidylserine analogues as 
inducers of mast cell degranulation. Potent activities of lysophosphatidylthreonine and its 2-deoxy 
derivative. J Med Chem, 52, 5837-5863. 
Kleinau, G., Pratzka, J., Nurnberg, D., Gruters, A., Fuhrer-Sakel, D., Krude, H., Kohrle, J., Schoneberg, T. and 
Biebermann, H. (2011) Differential modulation of Beta-adrenergic receptor signaling by trace amine-
associated receptor 1 agonists. PLoS One, 6, e27073. 
Lee, S.Y., Lee, H.Y., Kim, S.D., Jo, S.H., Shim, J.W., Lee, H.J., Yun, J. and Bae, Y.S. (2008) Lysophosphatidylserine 
stimulates chemotactic migration in U87 human glioma cells. Biochem Biophys Res Commun, 374, 147-
151. 
Liebscher, I., Muller, U., Teupser, D., Engemaier, E., Engel, K.M., Ritscher, L., Thor, D., Sangkuhl, K., Ricken, A., 
Wurm, A., Piehler, D., Schmutzler, S., Fuhrmann, H., Albert, F.W., Reichenbach, A., Thiery, J., 
Schoneberg, T. and Schulz, A. (2011) Altered immune response in mice deficient for the G protein-
coupled receptor GPR34. J Biol Chem, 286, 2101-2110. 
Marchese, A., Sawzdargo, M., Nguyen, T., Cheng, R., Heng, H.H., Nowak, T., Im, D.S., Lynch, K.R., George, 
S.R. and O'Dowd B, F. (1999) Discovery of three novel orphan G-protein-coupled receptors. Genomics, 
56, 12-21. 
Mombaerts, P. (2001) The human repertoire of odorant receptor genes and pseudogenes. Annu Rev Genomics 
Hum Genet, 2, 493-510. 
Nonaka, Y., Hiramoto, T. and Fujita, N. (2005) Identification of endogenous surrogate ligands for human P2Y12 
receptors by in silico and in vitro methods. Biochem Biophys Res Commun, 337, 281-288. 
Novak, A., Akasaka, T., Manske, M., Gupta, M., Witzig, T., Dyer, M.J.S., Dogan, A., Remstein, E. and Ansell, S. 
(2008) Elevated expression of GPR34 and its association with a novel translocation T(X;14)(p11;q32) 
 43
involving IGHS and GPR34 in MALT lymphoma ASH Annual Meeting and Exposition, San Francisco, p. 
2251. 
Overington, J.P., Al-Lazikani, B. and Hopkins, A.L. (2006) How many drug targets are there? Nat Rev Drug Discov, 
5, 993-996. 
Park, K.S., Lee, H.Y., Kim, M.K., Shin, E.H., Jo, S.H., Kim, S.D., Im, D.S. and Bae, Y.S. (2006) 
Lysophosphatidylserine stimulates L2071 mouse fibroblast chemotactic migration via a process involving 
pertussis toxin-sensitive trimeric G-proteins. Mol Pharmacol, 69, 1066-1073. 
Salomon, Y., Londos, C. and Rodbell, M. (1974) A highly sensitive adenylate cyclase assay. Anal Biochem, 58, 
541-548. 
Schöneberg, T., Hermsdorf, T., Engemaier, E., Engel, K., Liebscher, I., Thor, D., Zierau, K., Römpler, H. and Schulz, 
A. (2007) Structural and functional evolution of the P2Y(12)-like receptor group. Purinergic Signal, 3, 255-
268. 
Schöneberg, T., Schulz, A., Biebermann, H., Hermsdorf, T., Rompler, H. and Sangkuhl, K. (2004) Mutant G-protein-
coupled receptors as a cause of human diseases. Pharmacol Ther, 104, 173-206. 
Schöneberg, T., Schulz, A., Grosse, R., Schade, R., Henklein, P., Schultz, G. and Gudermann, T. (1999) A novel 
subgroup of class I G-protein-coupled receptors. Biochim Biophys Acta, 1446, 57-70. 
Schulz, A. and Schöneberg, T. (2003) The structural evolution of a P2Y-like G-protein-coupled receptor. J Biol 
Chem, 278, 35531-35541. 
Staubert, C., Boselt, I., Bohnekamp, J., Rompler, H., Enard, W. and Schoneberg, T. (2010) Structural and 
functional evolution of the trace amine-associated receptors TAAR3, TAAR4 and TAAR5 in primates. PLoS 
ONE, 5, e11133. 
Sugo, T., Tachimoto, H., Chikatsu, T., Murakami, Y., Kikukawa, Y., Sato, S., Kikuchi, K., Nagi, T., Harada, M., 
Ogi, K., Ebisawa, M. and Mori, M. (2006) Identification of a lysophosphatidylserine receptor on mast 
cells. Biochem Biophys Res Commun, 341, 1078-1087. 
Thor, D., Schulz, A., Hermsdorf, T. and Schoneberg, T. (2008) Generation of an agonistic binding site for blockers 
of the M(3) muscarinic acetylcholine receptor. Biochem J, 412, 103-112. 
van der Kleij, D., Latz, E., Brouwers, J.F., Kruize, Y.C., Schmitz, M., Kurt-Jones, E.A., Espevik, T., de Jong, E.C., 
Kapsenberg, M.L., Golenbock, D.T., Tielens, A.G. and Yazdanbakhsh, M. (2002) A novel host-parasite 
 44
lipid cross-talk. Schistosomal lyso-phosphatidylserine activates toll-like receptor 2 and affects immune 
polarization. J Biol Chem, 277, 48122-48129. 
Vissinga, C., Hensley, K. and Kirchner, J. (2009) GPR34 is not required for mast cell degranulation induced bye 
IgE or lysophosphatidyl-L-serine. J Immunol, 182. 
Wess, J. (1998) Molecular basis of receptor/G-protein-coupling selectivity. Pharmacol Ther, 80, 231-264. 
Wettschureck, N. and Offermanns, S. (2005) Mammalian G proteins and their cell type specific functions. Physiol 
Rev, 85, 1159-1204. 
Wigglesworth, M.J., Wolfe, L.A. and Wise, A. (2006) Orphan seven transmembrane receptor screening. Ernst 
Schering Found Symp Proc, 105-143. 
Wlodarska, I., Tousseyn, T., De Leval, L., Ferreiro, J., Urbankova, H., Michaux, L., Dierickx, D., Wolter, P., 
Vandenberghe, P., Marynen, P., De Wolf-Peeters, C. and Baens, M. (2009) Novel t(x;14)(p11.4;q32.33) 
resulting in upregulation of gpr34 and activation of the nfkb pathway is recurrent in malt lymphomas. 
Haematologica, EHA, Berlin, pp. 271-272. 
Wu, G., Benovic, J.L., Hildebrandt, J.D. and Lanier, S.M. (1998) Receptor docking sites for G-protein betagamma 
subunits. Implications for signal regulation. J Biol Chem, 273, 7197-7200. 
Yin, H., Chu, A., Li, W., Wang, B., Shelton, F., Otero, F., Nguyen, D.G., Caldwell, J.S. and Chen, Y.A. (2009) 
Lipid G protein-coupled receptor ligand identification using beta-arrestin PathHunter assay. J Biol Chem, 
284, 12328-12338. 
Zhang, F.L., Luo, L., Gustafson, E., Palmer, K., Qiao, X., Fan, X., Yang, S., Laz, T.M., Bayne, M. and Monsma, F., 
Jr. (2002) P2Y(13): identification and characterization of a novel Galphai-coupled ADP receptor from 
human and mouse. J Pharmacol Exp Ther, 301, 705-713. 
 
 45
Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit 
 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige 
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich 
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar, noch mittelbar geldwerte Leistungen 
für Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten 
Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland 
in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde zum Zweck einer 
Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen 
Quellen und von anderen Personen übernommene Material, das in der Arbeit 
verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches 
kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt an der 
Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. 
 
 
 
 
 
 
.................................     ....................................  
Datum       Unterschrift 
 
 
 46
Lebenslauf 
Persönliche Daten  
Name Ritscher 
Vorname Lars 
Geburtsdatum/-ort 02.04.1983 in Leipzig 
Familienstand  
Kinder  
Nationalität  
  
Anschrift  
Telefon  
E-Mail  
 
 
Schulbildung  
09.1989 – 01.1991  Louis-Fürnberg-POS, Leipzig 
02.1991 – 08.1993  Christoph-Arnold-Grundschule, Engelsdorf (bei Leipzig) 
Gymnasium Engelsdorf, Leipzig 09.1993 – 07.2001 
                      Abschluss: Abitur, Note 1,4 
                      DPG-Buchpreis 2001 der Deutschen Physikalischen Gesellschaft 
 
Zivildienst  
08.2001 – 05.2002 Krankenhaus Bethanien, Leipzig HNO 
06.2002 – 07.2002 Krankenhaus Bethanien, Leipzig 2-monatige Anschlusstätigkeit (HNO-Stat.) 
 
Studium  
10.2002 – 02.2009 Universität Leipzig Studiengang: Humanmedizin 
Abschluss:   Staatsexamen (Note gut) 
                  (mündl. Teilnote sehr gut) 
 
Praktikum/PJ  
08.2007 – 07.2008 Parkkrankenhaus, Leipzig Innere Medizin, Angiologie 
Viszeralchirurgie, Gefäßchirurgie 
Anästhesiologie, Intensivstation 
 
Arbeitstätigkeit  
03.2009 – 08.2009 Praxis Dr. Schönrath, Leipzig (ambulant 
und belegärztlich am Diakonissen-
krankenhaus Leipzig) 
Anästhesiologie (Assistenzarzt) 
seit 10.2009 Universität Leipzig, Medizinische 
Fakultät, Institut für Biochemie 
wissenschaftlicher Mitarbeiter 
(Anfertigung Promotion) 
 
Sonstiges   
 
Deutsch Muttersprache 
Englisch Gut in Wort und Schrift 
Sprachkenntnisse 
Französisch Grundkenntnisse 
 47
Publikationen und Vorträge 
 
 
Publikationsverzeichnis 
 
Ritscher, L., Engemaier, E., Stäubert, C., Liebscher, I., Schmidt, P., Hermsdorf, T., 
Römpler, H., Schulz, A. and Schöneberg, T. (2012) The ligand specificity of the G-
protein-coupled receptor GPR34. Biochem J. 443, 841-850 
 
Liebscher, I., Muller, U., Teupser, D., Engemaier, E., Engel, K. M., Ritscher, L., Thor, 
D., Sangkuhl, K., Ricken, A., Wurm, A., Piehler, D., Schmutzler, S., Fuhrmann, H., 
Albert, F. W., Reichenbach, A., Thiery, J., Schoneberg, T. and Schulz, A. (2011) 
Altered immune response in mice deficient for the G protein-coupled receptor GPR34. 
J Biol Chem. 286, 2101-2110 
 
 
Vorträge im Rahmen der Promotion 
 
Herbsttagung 2011 des SFB 610 im Oppurg: “Determinants involved in Agonist 
Specificity of the G Protein-coupled Receptor GPR34” 
 
 48
Danksagung 
 
Ich möchte mich an dieser Stelle bei all jenen bedanken, die mich im Laufe dieser 
Arbeit durch ihre Mitwirkung unterstützt und gefördert haben. 
 
Mein Dank gilt hier an erster Stelle Prof. Dr. Torsten Schöneberg und Dr. Angela 
Schulz für die Planung, Entwicklung und das Überlassen des spannenden Themas. 
Auch möchte ich mich für das stete offene Ohr bei allen Problemen und Fragen, und 
die immer unkomplizierte und direkte Zugangsweise bedanken. Durch ihre 
kontinuierliche Betreuung und nie ermüdende Unterstützung war das Zustandekommen 
der Publikation erst möglich. 
Des Weiteren möchte ich allen Mitarbeitern der gesamten AG Schöneberg danken. 
Sowohl die Hilfestellungen bei speziellen methodischen Fragen, als auch das immer 
wieder kritische Diskutieren der Ergebnisse und die Ermunterung bei so mancher 
experimenteller Frustration waren essenzielle Begleiter für mich. 
Für finanzielle Unterstützung danke ich der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der 
DFG-Forschergruppe 748. 
 
Mein größter und innigster Dank gilt aber meinen Eltern für ihre fortwährende und 
emotionale Unterstützung auf meinem gesamten Lebensweg. 
 
Ohne euch wäre ich jetzt nicht hier angekommen. Danke, von Herzen. 
